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W swojej rozprawie doktorskiej mgr Patrycja Zawilska zajeta sig zbadaniem oddziatywan
pomigdzy wybranymi, nasyconymi homologami alkilorezorcynoli (5n-AR) a dwuwarstwa lipidowa
formowang z syntetycznej dipalmitoilfosfatydylocholiny (DPPC). Jako glowny cel postawita sobie
okreslenie wiasciwosci fizyko-chemicznych tej dwuwarstwy, jej organizacji molekularnej po modyfikacji
5n-AR. W szczegdlnosdci skoncentrowala sie nad otrzymaniem odpowiedzi zwigzanej z oceng zakresu
wplywu 5n-AR na termotropowe przejicia fazowe dwuwarstwry DPPC, zmianami w wystepowaniu
wigzan wodorowych pomiedzy molekutami 5n-AR i fosfolipidéw, jej stopieniem uwodnienia oraz
mozliwosécig indukowania separacji faz. Oceniata takze rozmiary formowanych liposoméw DPPC w
obecnosci 5n-AR w funkcji temperatury. Doktorantka zajefa sig zbadaniem wptywu homologéw AR na
btony lipidowe z powodu niewystarczajacych danych w literaturze Swiatowej dotyczacych oddziatywar
w tych ukladach. Ponadto zagadnienia zwigzane z AR sq kontynuacjg podjetych juz od wielu lat badari w
Zaktadzie Lipidow i Liposomow na Wydziale Biotechnologii UWr. Do swojej pracy wybrata 6 homologow
5n-alkilorezorcynoli, wyekstrahowanych z otragb Zytnich, o wzrastajgcej dtugosci taricucha alkilowego
(zawierajgcych C15, €17, C19, €21, C23 i C25) w oddziatywaniu z blonami modelowymi w wymienionych
juz aspektach. Sg one interesujgcym obiektem badan ze wzgledu na dobroczynny wplyw na organizm
tych substancji spozywanych w diecie petnoziarnistej cztowieka np. w przypadku choréb
nowotworowych przewodu pokarmowego. Pozytywny ich wplyw wigze sie m.in. z zagadnieniem
obnizania poziomu trojglicerydéw we krwi, inhibicjg lipooksygenaz oraz wptywem na prawidtowoéé

procesow przemian kwasow ttuszczowych i fosfolipiddw.

We Wstepie pracy bedgcym Czescig teoretyczna/literaturowg Doktorantka omawia zagadnienia
zwigzane z modelem btony komdrkowej zwierzecej oraz modelami bion lipidowych w tym m. in. szerzej
opisuje przejécia fazowe w dwuwarstwie lipidowej. Uzasadnia na podstawie danych literaturowych
zebranych w Tabeli 2, wykazujgcych wysokg zawartoéé reszt kwasow ttuszczowych zawierajacych 16

atomow wegla w PC, zastosowanie syntetycznej dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC) o tej wiaénie
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dtugosci laricucha w swoich badaniach. W dalszej czeéci zawarta informacje zwigzane z lipidami
fenolowymi w tym alkilorezorcynolami - ich wystepowaniem, wtasciwoéciami i aktywnoscig biologiczna.
Na podstawie chociazby liczby cytowan znajdujgcych sie w opisie podrozdziatu ,Aktywnoéé biologiczna
lipidow fenolowych” (str. 40-45) mozna sie zorientowaé, ze to zagadnienie zwigzane jest w duzej czesci
opisu z osiggnigciami naukowymi pracownikéw i wspdtpracownikéw z Zaktadu Lipidow i Liposomdw
Wydzialu Biotechnologii w tym Doktorantki. Na 42 cytowania az 52% publikacji jest z Ich

wspolautorstwem.

Wszystkie badania podjete w rozprawie przez Panig mgr Patrycje Zawilska byty zrealizowane w
zasadzie na jednorodnych obiektach badawczych, modelowych btonach formowanych z DPPC, ktére w
zaleznosci od zastosowanych metod byly liposomami jedno- lub wielowarstwowymi oraz ptaskimi
warstwami wzbogacanymi w cholesterol lub bez niego oraz w obecnosci alkilorezorcynoli. Prowadzita je
przy zastosowaniu nowoczesnych metod eksperymentalnych, w ktérych wykorzystata spektroskopie
absorpcyjna, fluorymetrig, mikrokalorymetrig réznicowa, spektroskopie IR z transformacjg furiera (FTIR-
ATR) oraz dynamicznego rozproszenia $wiatta (DLS). W przypadku techniki IR uzyskane wyniki

analizowata metodq PCK — gtdwnych sktadowych widm.

Jestem petna podziwu dla umiejetnosci eksperymentalnych Doktorantki i podjecia sie tak duzego
zakresu roznych, trafnie wybranych metod/technik badan w odniesieniu do jednego z podstawowych

elementow bton biologicznych, jakim jest dwuwarstwa lipidowa.

Praca ma ukiad klasyczny, liczy 198 stron (4 strony: 8, 46, 50 i 162 to puste kartki). Syntetycznie
jest opisana Czgs¢ teoretyczna, ktora liczy 31 stron nazwana Wprowadzeniem, poprzedza ja Streszczenie
rozprawy, takze w wersji angielskiej. Ten wartosciowy opis teoretyczny dobrze wprowadza w obszar
zagadnien faczacych sie z zaplanowanymi badaniami, opisany na 100 stronach rozprawy, kolejno
rozdziatow Czgs$¢ eksperymentalna (13 str.) oraz Wyniki i Dyskusja (85 stron). Rozprawa zawiera takze
Podsumowanie i Wnioski oraz 206 pozycji bibliograficznych, z czego ok. 42% pochodzi z ostatnich 19-stu
lat (od 2000 roku) w tym ok. 19% i 9% jest odpowiednio z ostatnich 10 i 5 lat. Warto pozytywnie ocenic
element koncowy rozprawy tzw. Suplement, w ktérym znalazly sie: wykresy od 65-77 (tj. opracowane
dla wynikéw wartosci GP Laurdanu w liposomach w funkcji diugosci fali wzbudzenia), zestawienie
dorobku publikacyjnego Doktorantki (w tym doniesieri konferencyjnych), spis rysunkdw, tabel i

wykreséw zamieszczonych w dysertacji.
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W, Czgéci eksperymentalnej”, poprzedza ja rozdzial ,Zatozenia i cel pracy”, Doktorantka opisata
procedury uiyte m. in. do izolacji ekstraktow rezorcynolowych, uwodornienia, ich separacji na
poszczegolne homologi, identyfikacji oraz okreélenia temperatury topnienia i wspotczynnika podziatu w
ukfadzie oktanol:woda dla trzech diugotaricuchowych zwiazkéw. Wyznaczenie wspotczynnika podziatu
budzi pewne watpliwosci czytajacego chociazby ze wzgledu na btedne wartoéci logky, (wspdtczynnika
referencji) dla standardéw naniesione na wykresie 3. Stad moje pytanie czy nie wymagaja weryfikacji
wartosci wspotczynnikdw podziatu? W tabeli 13 zawarte s3 przedziaty ich wartosci, zamiast wielkoéci
srednich z niepewnoscia pomiaru np. odchyleniem standardowym $redniej, skad one wynikajg? Réwniez
sposdb przygotowywania prébek do pomiaréw DSC jest mato precyzyjny, nasuwajq sie pytania
proceduralne np. o czas homogenizacji, czas i predkos¢ wirowania, mase prébek — wymaga to

uzupetnienia.

Doktorantka na podstawie analizy temperaturowych zmian parametru polaryzacji uogdlnionej
(GP) oraz anizotropii fluorescencji sondy Laurdan wbudowanej do btony liposoméw wyznaczyta wartosci
temperatury glownego przejscia fazowego (pomigdzy fazga Pytzw, pofatdowang - a fazg L,
ciektokrystaliczng) oraz stezeniowo-zalezne przesunigcie w kierunku wyiszych wartosci T,, dla bton
domieszkowanych homologami AR. Wazrost iloéci AR w dwuwarstwie wigzat sie/powodowat odmienne
efekty, gdy przyjrze¢ sie zmianom anizotropii Laudranu w zakresach niskotemperaturowych i tych
powyzej T, A mianowicie w fazie niskotemperaturowej wzgledna anizotropia sondy w obecnoéci
wzrastajacego stezenia AR nieznacznie spadata (0 0,02) oznaczajgc niewielki wzrost rotacji sondy
Laudran natomiast w fazie ciektokrystalicznej btony lipidowej wartos¢ anizotropii rosta o ok. 0,04 w tym
samym zakresie zmian stezenia AR, co swiadczylo o ograniczaniu jej dyfuzji rotacyjnej. Ponadto na
podstawie duzych wzrostéw parametru GP indukowanego AR w temperaturach powyzej T, wskazata na
prawdopodobny efekt dehydratacji btony i/lub jej usztywnienie. Zmniejszong hydratacje btony
domieszkowanej w tych wysoko temperaturowych zakresach zaobserwowata réwnies w poiniejszych,
kolejnych eksperymentach przy uzyciu techniki ATR-IR. Podsumowujgc te rezultaty badari Doktorantka
zasugerowata cholesterolowo-podobny charakter oddziatywania molekut homologéw AR z dwuwarstwa
DPPC. Ponadto po wykonaniu szeregu do$wiadczer dotyczacych zaleznosci intensywnosci fluorescencji
zarowno w funkcji temperatury (w zakresie od ok.11 C do 62,8C) jak i dtugosci fali wzbudzenia sondy,
wykluczyta w zakresie domieszkowania AR do 50 mol% - btony DPPC:AR; do 40 mol% bton DPPC:Chol

oraz do 30 mol% bton DPPC:Chol:AR mozliwoéé tworzenia separacji faz.

s b



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY
WE WROCEAWIU

KATEDRAFIZYKI 1 BIOFIZYK]

Kolejnym etapem zrealizowanych badan, byta szeroko zakrojona analiza widm w podczerwieni
uwodnionych bton nie- i domieszkowanych AR oraz suchych uktadéw. Obejmowata ona réine obszary
spektralne widm ATR-IR, obrazujgce wptyw domieszek na plynnos¢ dwuwarstwy. W jej wyniku wykazata
migdzy innymi, w btonie lipidowej duzy raptowny wzrost konformacyjnego upakowania lipidow w
temperaturze T, (gtdwnego przejscia fazowego) i wzrosty o takim samym charakterze zaburzenia
heksagonalnego bocznego upakowania tancuchéw weglowodorowych oraz Znaczacy wzrost hydratacji
molekut lipidowych w ich obszarze ugrupowan estrowych. W btonach domieszkowanych 5-AR w iloéci 15
mol% te duze zmiany w powyzszych procesach miaty réwniez miejsce, natomiast temperatura T W
obecnosci wszystkich lipidow fenolowych byta wyisza w poréwnaniu z T dla niedomieszkowanych bton.
Dodatkowo zmiany w zakresie pasma ugrupowania estrowego lipidéw (C=0) wskazaly na dehydratacje,
najprawdopodobniej w procesie konkurencji pierécienia fenolowego w czasteczkach AR o miejsca
wigzace, ktory lokuje sie w tym obszarze polarnego rejonu dwuwarstwy. Takie zlokalizowanie zostato
nastgpnie potwierdzone przez Doktorantke na podstawie analiz spektralnych polarnego obszaru btony,
przeprowadzone na suchych filmach DPPC w obecnoéci AR. W przypadku odwodnionych filméw
domieszkowanych dodatkowo zaobserwowata tworzenie intermolekularnych wigzan wodorowych
pomigdzy ugrupowaniami hydroksylowymi przy pierécieniu aromatycznym a fosforowymi PO,

fosfolipidow.

W koficowym etapie realizacji zaplanowanych badan Doktorantka, na podstawie analizy
rozkfadu wielkos$ci agregatow liposomowych takze z zawartoscig AR, ktdrg przeprowadzita metodg DLS
oraz danych literaturowych, wskazata na interesujace cechy tych niejednorodnych pod wzgledem sktadu
agregatow. Mianowicie, ze wzgledu na ich duzg objetost zamknietg oraz polepszong stabilnoéé
dtugookresowa, zapostulowata uszczelniajacy funkcje przebadanych alkilorezorcynoli, nasladujacych pod
tym wzgledem cholesterol w bionje. Stad potencjalnie aplikacyjny aspekt tych badan wigze z ich

wykorzystaniem przy projektowaniu liposomowych noénikéw lekdw.

Co do najwazniejszych wnioskéw zamieszczonych w doktoracie, to uwazam, ze w przypadku tych
sformutowanych w punktach a-d $q one podsumowaniem uzyskanych wynikéw, natomiast dwa ostatnie

sq wnioskami z badan.

Jeszcze kilka zastrzezeri/uwag, co do edycji pracy oraz wymieni¢ nieliczne niescistoéci, ktére

zauwazytam podczas czytania rozprawy a ktore moga by¢ pomocne w kolejnym przygotowaniu wynikow
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do opublikowania: 1) Wykresy 27 i 28 mozna by przedstawi¢ rozciggajac skale rzednych i przyja¢ wiekszg
wartos$c¢ jednostki, co poprawitoby mozliwoé¢ oceny przez czytajacego dyskutowanych wynikéw. Takze
wielkos¢ symbholi poszczegdlnych punktéw powinna by¢ ujednolicona raczej do rozmiaréw bardziej
czytelnych — np, jak na wykresie 18; 2) Wykres 17 — jest mato czytelny (zbyt duzo przebiegdw), a moina
by go przedstawi¢ np. w postaci 3 paneli (wyodrebniajac przebiegi dla wszystkich homologéw w
ustalonej temperaturze (T T Twin); 3) Wykres 18, Sprawna ocena wymaga przedstawiania
wszystkich jego 6-ciu elementéw w jednakowym zakresie zmian wartosci na osi rzednej; 4) Podpis pod
wykresem 16 jest pomytkowy; 5) nalezatoby ujednolici¢ wartoéci domieszkowania AR w btonach
liposomow, pisane $3 bowiem w réinej konwenciji: np. 9,5:0,5 (Tab. 15 i 16, wykresy 15 i 16) lub 95:5
(Tab. 18), co; 6) str. 146 — Zdanie »W badanych uktadach DpPpPC Przesunigcie maksimum pasma VasN(CH3);
jest w kierunku wyzszych czestosci, zamiast » W kierunku wyzszych liczb falowych; 7) w Spisie
literatury zauwazytam powtdrzenia Cytowan np. poz. 91 i 93 oraz poz. 92 i 100. Tak jak juz
wspomniatam, Ze to s3 mato wazkje uwagi, by¢ moze pomocne w dalszej dziatalnoéci naukowej

Doktorantki.
Mam takze nastepujace pytania do Doktorantki:

1. Jak mogtaby wyjasni¢/oceni¢ roznice uzyskane trzema technikami pomiarowymi gdy chodzi o
wartosci temperatury gtownego przejicia fazowego T, dla DPPC w obecnosci wszystkich
badanych AR np. w przypadku domieszki 85:10, ktére w stosunku do kontroli wynoszg: AT = 1,3
K'—dla anizotropii Laurdanu; AT=3,2 K- w metodzie IR oraz AT = 0,8 K- dla GP Laurdanu?

2. Czy moze skomentowac wyniki uzyskane metodg DSC dla catej serii 6 homologéw na podstawie
takze danych literaturowych, wykres 4 jest sporzadzony tylko dla danych literaturowych, takze w
kontekscie pytania 1?

3. Nie ma danych na temat liczby niezaleznych powtérzen poszczegdinych eksperymentéw oraz nie
ma takiej informacji np. pod wykresami o sposobie Wyznaczania niepewnosci pomiaréw — prosze
0 uzupetnienie tych informacji. Jest szereg wykresow hez naniesionych niepewnoéci pomiardw
np. 57, 53, 51, 50, 48, 47, 44, 41 itd. Wartosci T Wyznaczone roznymi metodami nie posiadajg
niepewnosci pomiaréw (Tab. 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14). Jedynie w Tab. 12 podane s3
niepewnosci pomiaru z dokfadnoscig do 0,1°C, natomiast same wartoéci Tiop homologéw AR nie

posiadajg takiej dokfadnoéci?
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4. Jak mogg nawigza¢/dopomagac wyjasniac na przyktadzie, uzyskane rezultaty badan aktywnoé¢
biologiczng homologéw AR? To nawigzanie do zamieszczonego stwierdzenia zarOwno w

Streszczeniu jak réwniez w Podsumowaniu i Whioskach pracy (str. 11 oraz str. 151).

Podsumowujac, rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie/bardzo dobrze. Jest napisana
poprawnym jezykiem i zawiera bardzo nieliczne uchybienia tak zwane literéwki (np. str. 171, 148, 126,
122). Moim zdaniem wykonane badania tj. pomiary oraz uzyskane wyniki i ich interpretacja spetniajg
postawione cele naukowe. Osiaggniecia pracy s warto$ciowe nie tylko z punktu widzenia poznawczego,
ale réwniez z potencjalnie aplikacyjnego. Doktorantka zastosowata szereg metod, ktdrymi biegle sie
postugiwata. Wspomne, ze przedstawione w rozprawie rezultaty zostaty juz w czesci opracowane w
formie oryginalnego artykutu w Biophysical Chemistry z listy A czasopism MNiSZW (IF=1,745; 70 pkt.) a
inna ich cze$¢ wystana do opublikowania w Eur. J. Pharmaceut. Sciences, 100 pkt; jest w recenzji, Jest
rowniez wspotautorka innej publikacji oraz 1 publikacji w przygotowaniu. tgczna liczba punktow
MNISZW za opublikowane prace wynosi 210 a wspdtczynnik oddziatywania IF = 4,668 (liczba
wspotautorow — 7). Ponadto jest wspdtautorka 5 doniesiers pokonferencyjnych opublikowanych w
zagranicznych czasopismach znajdujgcych sie w bazie Web of Science (40 pkt, IF=11,3) oraz 8 innych

doniesien konferencyjnych, zaréwno krajowych jak i zagranicznych, w tym wystapienia ustnego.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetnia wszelkie wymogi ustawowe okreélone w
Rozporzadzeniu MNiSZW z dnia 30 stycznia 2018 r. w sprawie szczegbtowego trybu i warunkow
przeprowadzenia czynnosci w  przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz
postgpowaniu o nadanie tytulu profesora (Dz. U. z 2018 r, poz 261) oraz w Swietle przepiséw
wprowadzajgcych ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r., poz.
1669), dlatego wnioskuje do wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o

dopuszczenie Pani mgr Patrycji Zawilskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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